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l. RESUMO

Foram éstudados os três parâmetros . - 15 f1.xaçao de N2, redu-,

çao de c2H2 e evolução de H2 para medida da fixação de N2 em nÕdulos de 

plantas de feijoeiro (Pha1>e.0R.:w., vulga/1.,v., L.) de diferentes idades, desen -

volvidas em condições controladas de luz e temperatura. 

A redução de c2H2, cuja metodologia foi caracterizada em la

boratõrio, foi positivamente correlacionada com o N fixado. Demonstrou-se 

que a técnica necessita de padronização rigorosa na amostragem e que deve 

ser criteriosa para minimizar os erros experimentais. Cuidados com a incu 

bação dos nÕdulos (tempo, temperatura adequados) e armazenamento das amos

tras para cromatografia, podem diminuir muito as variações entre as repeti, 

çÕes. Não foi encontrada diferença significativa na redução de c2H2 pelos

sistemas estudados - raízes noduladas, plantas inteiras perturbadas ou 

plantas intactas, na primeira hora de medida. 

A medida da evolução de H2 foi detectada em nÕdulos com

mais de 20 dias de idade, �oi positivamente correlacionada com fixação de 

N2 e redução de c2H2, sendo decisiva para manter o equilíbrio no balanço
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eletrônico entre os três parâmetros estudados. A mâxima evolução de H2

ocorreu entre 20-30 dias apôs plantio, nas condições de "fitotron". 

Dois métodos foram aplicados para obtenção das razões c2H2:

:N2 e c2H4/(3N2 + H2). No primeiro, valores entre 3,0 a 11,4 foram obti

dos, incubando-se plantas inteiras perturbadas. O balanço eletrônico c2H4/

(3N
i 

+ H2) entre os dados variou de 1,57 a 1,75.

No segundo método, usando raízes noduladas de diferentes 

plantas para determinação do N fixado e redução de c2H2, as medias das ra

zões c2H2:N2 estiveram entre 7,4 a 8,3 para todas as idades. O b�lançÓ

eletrônico "in vivo" c2H4/(3N2 + H2) proporcionou valores superiores a 1,

de 1,32 a 1,43. Estes dados sugerem que pode estar havendo uma superesti

mativa da fixação real de N2 pelo método da redução de c2H2• Neste caso,

precauções devem ser tomadas ao se utilizar a técnica da redução de c2H2

para estimativa da fixação de N2 em feijoeiro, uma vez que ela pode super

estimar em media 32-43% do seu valor real. 

Nodules com idade entre 20 a 30 dias proporcionaram medidas 

.... .... . - 15 - -dos tres parametros (fixaçao de N2, reduçao de· c2H2 e evoluçao de H2) com

menores variaçoes. 
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2. INTRODUÇÃO

O uso de um mêtodo adequado de medida na investigação de 

qualquer processo fisiolÕgico ou bioquímico e fundamental e pode ser o fa

tor preponderante para o sucesso de uma pesquisa. 

O processo da fixação biologica de N2, demonstrado pela pri

meira vez em 1888 por Hellriegel e Wilfarth na Alemanha, foi extensivamen

te estudado quanto a seus aspectos bioquímicos durante o período de 1928 a 

1940. Com a possibilidade sugerida por Burris e Miller em 1941, do uso de 

lS 
d d f. - ·- . N como traça or em estu os de ixaçao, as pesquisas sofreram um substan 

cial impacto e muitos pesquisadores concentraram seus trabalhos na deter-mi 

naçao dos organismos fixadores e os produtos primarias da fixação. No pe

ríodo de 1940 - 1960, a preocupação residia mais na demonstração do meca

nismo do que a sua quantificação ou aplicação pratica, um vez que ficou de 

monstrado que o processo era bioquímico e controlado pela enzima nitrogen� 

se. 

Os estudos bioquímicos evidenciaram a versatilidade da ni

trogenase, que podia reduzir muitos outros compostos alem de N2• A partir
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da descoberta simultânea, por 2 grupos de pesquisadores em 1966 e 1967, de 

que o acetileno era inibiàor não competitivo da fixação de N2 e que podia

ser reduzido pela nitrogenase, foi desenvolvida uma técnica simples para 

medida da fixação de N2• O mêtodo: se bem que indireto, trouxe um tremen

do Ímpeto em estudos de fixação em condições naturais. 

A quantificação da fixação tornou-se importante quando se 

questionou os ganhos reais de N provenientes da fixação em proveito para a 

planta. Muitos pesquisadores verificaram um alto requerimento energético 

para fixação de N2, sendo esse valor semelhante ao utilizado para absorção

de N mineral. Alem disso, verificaram em alguns casos, uma perda da efi

ciência na redução ao redor de 40 - 60% e que estava diretamente correla 

cionado com a evolução de H2 pelo sistema.

A técnica da redução de acetileno tem sido largamente empr!:. 

gada para determinação da fixação através da conversão teõrica de 3:1 para 

c2H2:N2• Se bem que o método seja muito sensível, os valores são somente

estimativas da fixação. 

As relações c2H2:N2, obtidas por diversos autores variam

dentro da faixa de 1,5 a 8,4. Nesses estudos, não foram incluídas medidas 

da evolução de H2, o que pode acarretar em erros de atê 50%.

O objetivo desse trabalho foi examinar e discutir a impor

tância e as limitações dos mêtodos empregados para medida da fixação sim

biÕtica de N2, utilizando plantas de feijão (Pha1.>eoR..U6 vulga/Ú6 L.) de di

ferentes idades. A calibração do mêtodo de redução de c2H2 foi feita com

uso de 15N2 e medida de H2 evolu!do.
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3. REVISÃO DA LITERATURA

Para �ue se possa avaliar a fixação de N2 atmosférico por

sistemas vivos, deve-se obter um aumento líquido de nitrogênio nos siste

mas, suficiente para ser detectado pelos métodos diretos de N total. As di 

ficuldades aparecem quando (i) a quantidade fixada corresponde somente a 

uma pequena fração do total do sistema; (ii) ocorre grande variabilidade 

do teor de N no material biolÕgico; (iii) ocorre perda de N por processos 

biolÕgicos ou químicos de denitrificação ou lixiviação; (iv) existe possí

vel envolvimento de compostos nitrogenados que resistem às análises ou er

ros analíticos. Essas dificuldades, discutidas por BERGERSEN (1973), po

dem ser evitadas, em parte, quando são estudados somente sistemas simples 

e o produto da fixação ê logo isolado. 

Diversas técnicas foram aplicadas para medida do N fixado. 

Em um método gasometrico, usado por HURWITZ e WILSON (1940), baseado na 

atividade respiratÕria do sistema, determinava-se ou não a fixação. Sua 

sensibilidade era muito baixa e apôs o aparecimento da técnica isotÕpica do 

15N, não mais foi utilizado para essa medida. A utilização de 13N aprese�
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ta muitas dificuldades técnicas (ex. meia-vida curta, 10 min), ficando seu 

uso restrito ã solução de problemas específicos. Os primeiros a usarem o 

. - d. . 13 isotopo ra ioativo N em estudos de fixação foram RUBEN et alii (1940),

sendo depois utilizado ocasionalmente (por ex. NICHOLAS et aZii, 1961). O

uso de 15N tem sido usado com sucesso em experimentos de fixação,

com o advento da técnica da redução de acetileno introduzida por 

porem, 

HARDY et 

aZii em 1968, seu uso ficou restrito a demonstrações de novos sistemas fi-

xadores, estudos de translocação do N fixado em plantas, alguns aspectos 

bioquímicos e fisiológicos da fixação, balanço de N em sistemas e calibra

çao da técnica de redução de acetileno. A técnica da redução de acetile

no, com precisão. 103 superior ao mêtodo de 15N, ê uma medida indireta da

fixação. e se utiliza da propriedade bioquímica do sistema fixador de redu

zir substratos alternativos. Nessa medida, hã uma superestimativa da fix!!:_ 

çao em sistemas que apresentam evolução de H2• O mêtodo de espectrometria

de emissão Õtica de 15N (FIEDLER e P�OKSCH, 1972), muito sensível e de bai

xo custo, não ê aplicâvel a todos os tipos de experimentos. Para plantas 

noduladas, o número e a massa dos nÕdulos, assim como a concentração de 

leghemoglobina nos nÕdulos, podem ser estimativ�s da fixação (CRISWELL et 

aZii, 19'16). 
15 Porem o mêtodo isotÕpico de N permanece atê o presente mo-

mento como o método final a ser utilizado em estudos qualitativos e quanti 

tativos da fixação de N2•

A seguir, descrevemos os métodos mais utilizados para deteE_ 

minação da fixação em leguminosas e os valores da razão c2H2:N2

por outros autores. 

obtidos 
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3.1. Numero e massa nodular e teor de leghemoglobina 

Essa classe de medidafJ, discutida por CRI SWELL et  a"li·i

(1976), e considerada a mais simpl�s mas a menos quantitativa, e com a po� 

sível exceção do teor de leghemoglobina, nenhuma delas ê recomendada. A 

concentração de hematina, determinada como hemocromagen piridina, que con-

siste principalmente de leghemoglobina e legmethemoglobina, fornece a 

lhor estimativa da fixação de N2, mas em soja esta correlação decresce

me-

medida que o crescimento vegetativo diminui e os nÕdulos senescem. A cor

relação existente entre o teor de hematina e o volume do tecido central 

efetivo de nódulos de varias plantas hospedeiras sugere ser a concentraçao 

da hematina somente um Índice do volume de tecido ativo (BERGERSEN, 1961).

Davidson, 1973, citado por CRISWELL et a"lii (1976), confir-

mou que nem a medida de leghemoglobina nem o pê?o dos nÕdulos são crite-

rios comparãveis com a metodologia da redução de acetileno para medidas de 

fixação. Problemas como idade da planta (HARDY, et alii, 1971; JOHNSON e

HUME, 1973) e necessidade de uma metodologia eficiente·para a extração co� 

pleta da hematina (WILSON e REISENAUER, 1963), dificultam o uso da concen

tração de leghemoglobina como indicativo da fixação de N2"

3.2. Métodos de anãlises de N 

O tradicional mêtodo de Kjeldahl tem sido muito usado em me 

didas de fixação em solo, porem não distinque o N proveniente da 

do proveniente do solo. Neste caso, hã necessidade de uso de 

fixação 

controles 

adequados para essa correção. Metodos corretivos foram testados em solos 
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com baixo teor de N, baixa população de bacterias naturais efetivas e usan 

do sementes não inoculadas (BELL e NUTMAN, 1971; VEST, 1971) ou sementes 

inoculadas com uma estirpe inefetiva, em quantidade'maciça para diminuir a 

ocorrencia de bactérias naturais efetivas (BELL e NUTMAN, 1971). Esses me 

todos são aplicáveis somente no primeiro ano de experimentação, quando o 

numero de estirpes de Rhizobium naturais do solo e baixo. Deve-se assumir 

que a bacteria inefetiva e efetiva consomem a mesma energia para sua manu

tenção na planta, diferindo somente na capacidade de fixação de N2 e que

as plantas controles e eficientemente noduladas absorvem iguais quantida

des de N do solo, uma estimativa que pode subestimar a fixação de N2 (CRIS

WELL et aZii, 1976). 

Para a soja, hâ outro metodo que utiliza isolÍneas nodulan

tes e nao nodulantes. A diferença de N total entre as duas isolineas ê um 

indicativo da fixação (HAM et aZii, 1975; WEBER, 1966), mas as isolÍneas 

não nodulantes apresentam sistema radicular mais desenvolvido que as nodu

lantes, o que acarretam diferenças nutricionais entre �las (WEBER, 1966).

Não se dispondo de isolineas não nodulantes, outras legumi

nosas podem ser comparadas com plantas nao leguminosas, que possuam neces

sidade em N semelhantes ãs leguminosas nao inoculadas (BELL e NUTMAN, 197�

BROCKWELL, 1971). 

A técnica de 15N, 103 vezes mais sensível que o metodo Kjel_

dahl, é ainda o método direto e mais preciso para medir a fixação, não ne� 

cessitando de correçoes para outras fontes de N. BURRIS e MILLER (1941)

e BURRIS.et aZii (1942) foram os primeiros a desenvolver a metodologia pa

ra fins biológicos, uma vez que a nitrogenase não diferencia os gases 14N2
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e 
15

N2, nem ca_taliza uma reação de troca entre 
15

N2 e 14N2 (CRISflELL et 

aZii, 1976). O método consiste na exposição por um tempo determinado do 

sistema fixador (nÕdulos destacados, raízes noduladas, plantas inteiras) a 

15uma mistura de gases contendo N2, mantida em uma câmara fechada.

os métodos envolvem a conversão final do N da amostra em gãs N2, que 

Todos 

transferido ao espectrômetro de massa para determinação da razão 15N/4N.

BURRIS e WILSON (1957) consideram significativos para fixação, os valores 

- 15 superiores a 0,015% atomos Nem excesso.

- - 15 - . 
A unica desvantagem do metodo N e que ela exige o espec�

trômetro de massa, um equipamento mais dispendioso. 

O - • ' d 15N d • -unico experimento usan o para eterminaçao, por espe.s,

trometria de emissão Õtica, da relação c 2H2:N2 foi feito em nÕdulos desta

cados de feijão de 5 semanas de idade e apresentou um valor de 4,75 (Mac

RAE, 1975). 

3.3. Metodos usando substratos alternativos 

A possibilidade da nitrogenase catalizar reaçoes de redução 

de diferentes substratos alem de N2 (Tabela 1), permitiu o desenvolvimento

de um mêtodo sensível e rãpido para determinar a atividade da enzima, sem 

se basear no N total. DILWORTH (1966) e SCHÕLLHORN e BURRIS (1967) foram 

os primeiros a verificarem quase simultaneamente que a nitrogenase catali

zava a réação de redução c
2
H2 a c 2H4, sendo c 2H2 inibidor competitivo de

N2, processado numa reação anâloga ã redução de N2 a NH3• Foi então pro

posto um mêtodo (HARDY e KNIGHT, 1967) utilizando substratos alternativos, 

preferencialmente c 2H2, cujos produtos eram detectados .por ionização de 
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chama de H2 em cromatÕgrafo de gas. HARDY et aZii (1968) introduziram o

metodo para estudos de fixação em culturas e preparadQ·.s de bacterias em la 

boratorio e por leguminosas e bactérias de vida livre "in situ". KOCH e 

EVANS (1966) foram os primeiros a Úsar a tecnica em nÕdulos de soja. 

todo e 103 a 104 vezes mais sensível que a técnica de 15N e o produto

analisado imediatamente, podendo o c2H2 ser usado como padrão interno. 

-

O me 

o

equipamento de cromatografia e relativamente portátil, simples e menos dis 

pendioso que espectrômetro de massa (HARDY et aZii, 1973). HARDY et aZii 

(1968), discutem algumas desvantagens do uso da redução de c2H2, que in

cluem a natureza inflamável de c2H2, a necessidade de calibrações quantit!!:_

tivas de substratos e produtos gasosos e redução de c2H2 a c2H4 por siste

mas não possuidores de nitrogenase ou conversão do etileno a outros produ

tos por bacterias utilizadoras de metano em sistemas aquáticos. 

Tabela l. Substratos alternativos catalizados pela nitrogenase. 

N2o + 2H
+ 

+ 2e 

HN3 + 2H
+ 

+ 2e 

HCN + 6H
+ 

+ 6e 

2H
+ 

+ 2e - -->- H
2 

+ -
C

2
H

2 
+ 2H + 2e -->- c

2
H

4 

Referências 

HOCH et aZii,1960; HARDY e KNIGHT Jr.,1966 

SCHÕLLHORN e BURRIS, 1966; HARDY e KNIGHT 
Jx>., 1967 

HARDY e JACKSON, 1967; HARDY e KNIGHT Jr>., 
1967 

KELLY et aZii, 1967 

HOCH et aZii, 1957; 1960 
.. 

DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN e BUf!.RIS, 1967 

DIXON (1868) esclareceu o mecanismo de funcionamento das hi



.11. 

drogenases existentes em nÕdulos de leguminosas. Usando nÕdulos de ervi

lha, concluiu que os mesmos continham pelo menos dois sistemas de hidroge

nase separados, um envolvendo evolução de H2 e outro absorção de H2• Con

cluiu tambêm que a nitrogenase tem" uma hidrogenase dependente de ATP asso

ciada com a enzima e a bactéria fixadora de N2 tem outra hidrogenase (uma

enzima distinta) que normalmente funciona na reciclagem dos equivalentes 

redutores consumidos pela nitrogenase através da evolução de H2 dependente_

de ATP (DIXON, 1968, 1972). EVANS et aZii (1977), esquematizaram a fixa

ção da seguinte maneira (Figura 1): 

FONTE OE ENERGIA 

Fornecedor 
de ATP 

Mg 
-----ATP 

CARREqADORES 
DE ELETRONS 

Figura 1. Um esquema geral ilustrando reaçoes da nitrogenase com H
+

,
c2H2 

ou N
2 

como substratos (EVANS et aZii, 1977).

Desde a descoberta da evolução de H2 dependente de ATP pela

nitrogenase (HOCH et aZii, 1957 e 1960), muitos sistemas foram · estudados 

sob esse aspecto (SCHUBERT e EVANS, 1976 e 1977).

De acordo com HOCH et alii (1980), uma pN2 de 0,3 atm cau-
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sou um decréscimo de 45% na taxa de evolução de H2 na ausência de N2 em no

dulos de soja. Utilizando concentrações saturantes de c2H2, a formação de

H2 e a redução de N2 são completamente inibidas e consequentemente, as ta

xas de redução de ê2H2 podem s�r usadas para estimar a fixação (DART e DA�

1971; BURRIS, 1974a; RIVERA-ORTIZ e BURRIS, 1975; BURNS e HARDY, 1975). 

O c2H2, inibindo a reciclagem em H2 pela hidrogenase nos

sistemas, acarreta importantes implicações no uso da redução de acetileno 

para fins de fixação. 

A evolução de H2 pela nitrogenase in vivo pode ser conside

rável. SCHUBERT e EVANS (1976), estudando a evolução de H2 em nÕdulos de

leguminosas, concluíram que 40 - 60% do fluxo de elétrons utilizados pela 

nitrogenase foram transferidos para evolução de H2• Em ausência de subs

tratos reduzíveis, H
+ 

ê reduzido a �2 pela nitrogenase (HOCH et alii,1960;

BURRIS, 1974a). O fornecimento de H
+ 

ê regulado por substâncias da planta 

hospedeira (REPORTER, 1978).

-

Como isto corresponde a uma energia gasta, nao reutilizada, 

a eficiência relativa do sistema fixador não ê nada mais que a fração 

fluxo total de elétrons que passam pela nitrogenase que aparentemente 

do 

utilizada no processo da redução de N2 (SCHUBERT e EVANS, 1977), e que va

ria de acordo com a estirpe usada em associação com a planta (SCHUBERT e

EVANS, 1976). Os mesmos autores propuseram uma equação simples para medi

da da eficiência dos sistemas fixadores (SCHUBERT e EVANS, 1976 e 1977):

ER � 1 -
taxa de evolução H2 no ar

taxa de redução c2H2

ER = Eficiência relativa 
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Considerando H2 como produto obrigatÕrio da redução__de N2 a

amônea, SCHRAUZER (1977) sugeriu um novo modelo de equaçao estequiomêtrica 

para fixação de N2:

A capacidade de reciclar o H2 produzido pela nitrogenase p�

rece ser determinada pela bacteria (SMITH et aZii
., 

1976; CARTER et aZii
., 

1978). 

~ 

Um esquema completo (Figura 2) das reaçoes envolvidas na 

utilização de energia pela fixação de N2 dentro do nÕdulo foi proposto por

EVANS e BARBER (1977). 

SCHUBERT e EVANS (1977), considerando o problema de grande 
~

variabilidade dos valores registrado� por outros autores para a razao de 

.moles de c2H2 reduzido por mal de N2 fixado, atribuiu esse fato ã falha na

avaliação da magnitude da evolução de H2 pelos sistemas fixadores de N2•

BERGERSEN (1970), obteve valores de 5,4 a 8,4 para nÕdúlos de soja, HARDY

et aZii (1973) de 1,5 a 8,4 para nÕdulos de diferentes especies de legumi

nosas. Em casos de altas perdas de energia (por ex.: 50%), corresponden

tes ã fração de energia consumida para produção de H2 dependente de ATP,

pode-se obter razões de 6 ao invés de 3. SCHUBERT e EVANS (1977), admitem 

tambem que outras medidas utilizando dados extrapolados com tensões meno

res de c2H2 podem resultar em erro. Os autores sugerem então, o uso de

outros substratos alternativos, tais como prÕtons, porem, em muitos casos, 

o consumo de energia através da redução de prÕtons pela nitrogenase e anâ

loga ãs perdas de energia pela fotorespiração em plantas com metabolismoc3
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(ZELITCH, 1975). O método da redução de acetileno deve ser reconsiderado 

quando se quer determinar a razão de c2H2 reduzido para N2 fixado,

obrigatoriamente necessârio incluir a medida de H
2 

evoluído. 

sendo 

\ 
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Figura 2. A nitrogenase e reaçoes associadas em bacteroides de Rhizobium a

alguns processos metabolicos nos nÕdulos (EVANS e BARBER, 19??). 
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3.3.l. A nitrogenaso 

O sistema da nitrogenase tem sido estudado desde 1960, qua� 

do foi obtido o primeiro extrato livre da enzima de Clo-0.ttúcüum pM�ewúa

num (CARNAHAN et aZii, 1960). ApÕs esse avanço, muitos outros aspectos da 

fixação foram estabelecidos (BURRIS, 1974b): a) a sensibilidade da enzima 

ao o
2
, cuja presença pode iuativã-la em poucos minutos; b) os estudos da 

nitrogenase devem ser realiiados anaerobicamente; c) necessidade de uma 

fonte de poder redutor, tal como piruvato de sÕdio e uma fonte de energia 

(ATP); d) a oxidação de piruv-ato leva ã redução de ferrodoxina (ou Flavodo 

xina).que atua como carregador de elétrons para redução de N
2 

e ã produção 

de acetil-CoA para formação de ATP; e) necessidade de Mg2+ 
para o funciona

mento do sistema. Uma descoberta importante feita por BULEN et aZii(1965)

possibilitou a substituição do sistema doador de elétrons (Fd-hidrogenase) 

por ditionito de sÕdio, e utilização de creatina fosfato, creatina quinase 

e ADP como um sistema gerador de energia. Finalmente, a descoberta de que 

a nitrogenase reduz o acetileno a etileno por DILWORTH. e SCHOLLHÕRN e BUR

RIS em 1966 e ·1967, possibilitou o uso desse método muito sensível para e2. 

timativa da fixação. 

O complexo endmãtico da nitrogenase em nÕdulos esta locali 

zado inteiramente nos bacteroides (KENNEDY et aZii, 1966; BERGERSEN e TUR

BER , 196?). 

A nitrogenas� foi isolada de muitos organismos diferentes, 

não variando muito porem entre os preparados de cada organismo quando puri 

ficados. Ela consiste de du�s ferro-enxofre-proteínas, r..ão possuindo ati

vid,ade quando separadas. A primeira .fração (fração 1 da eluição em celulo 
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se DEAE) consiste de uma molibdeno - ferro�proteina e a segunda (fração 4 

de eluiçãp em celulose DEAE) de uma ferro�proteina. A molibdeno-ferro-pr-9.. 

teína tem peso molecular ao redor de 220000, contêm por molecula 4 subuni

dades de dois tipos diferentes, 2 átomos de Mo e 24 de Fe e grupos de S lâ 

beis em acido. A fração 2 (ferro-proteína) e menor e tem peso molecular 

ao redor de 60000, tem 2 subunidades de mesma dimensão e 4 atamos de Fe e 

grupos de enxÔfre por molécula. Estudos em condições de equilíbrio dinâmi 

co sugerem que a ferro-proteína, quando complexada com ATP, transfere elé

trons para a proteína maior, onde fica o sítio da redução. A fixação de 

N2 requer grandes quantidades de energia na forma de ATP para reduzir N2

in vitro. O ATP tem efeito alosterico sobre a Fe-proteina e induz uma mu

dança de conformação que possibilita sua transferência de eletrons para a 

Mo-Fe-proteína. Não se sabe porque e quando o ATP ê hidrolizado a ADP du

rante o funcionamento da nitrogenase (YATES, 1976a). 

Atrav�s de estudos cinéticos, HWMG et alii (1973) e RIVE- ' 

RA-ORTIZ e BURRIS (1975) mostraram que a redução de diyersos substratos P!. 

la nitrogenase nao segue um modelo Único de comportamento. As respostas 

dos substratos e inibidores sugerem sítios diferentes para acomodar (RIVE-

RA-ORTIZ e BURRIS, 1975): 

-

II) CN , N3, CH3Nc (mutuamente competitivos, mas nao competi

tivos com N2)

III) c2H2 (não competitivos com N2 e N3; c2H2 aumenta a redu

ção de CN , c2H2 pode bloquear evolução de H2 com

pletamente; N2 e competitivo com c
2
H2)

IV) CO (não competitivo com substratos e ·não inibe redução H
+

)
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V) Evolução H2 (não idêntica ao sitio de N2, uma vez que H2
nao inibe essa evolução; Único a nao ser 

inibido pelo CO). 

~ -r Analisando as respostas nao reciprocas de N2 e c2H2, os au-

tores sugerem que os dois substratos se ligam a sítios diferentes da nitro 

genase e a inibição competitiva da redução de c2H2 pelo N2 pode ser evita-

da quando se fornece c2H2 em altas concentraçoes. O que pode acontecer

que para reduzir N2, ha necessidade de fornecimento de 6 elétrons pela mo

libdeno-ferro-proteína, enquanto que para reduzir c2H2, somente 2 elétrons

são gastos. Essa inibição mútua acontece somente pelo fato de que estao 

utilizando um reservatÕrio comum de elétrons (molibdeno-ferro-proteina) 

Concentrações saturantes de c2H2 (O,l atm) mantêm o reservatório exaurido

de elétrons, não contendo mais de dois elétrons (não permitindo, pois, a 

redução de N2) enquanto que altas co�centraçoes de N2 nao podem impedir a

redução de c2H2• Mantendo a Mo-Fe proteína com menos que dois elétrons,

uma pC2H2 alta pode inibir a evolução de H2, enquanto que u�a evolução de

H2 ao redor de 23% não pode ser evitada em presença de'N2, através do esca

pe de elétrons do reservatÕrio, quando contiver· dois, porem menos que seis 

elétrons. Essas observações enfatizam que hã diferenças na redução de N2

e seus substratos alternativos, tal como c2H2•

Alem disso, os Km para N2 e c2H2 são diferentes, dando um V_é:,

lor de 0,136 ± 0,003 atm para N2 e 0,012 ± 0,002 atm para c2H2, demonstra.!!.

do que deve-se relacionar a redução de c2H2 com redução de N2 com cuidado

(RIVERA-ORTIZ e BURRIS, 1975). 

Não se sabe ainda se estes sítios são fisiologicamente dife 
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rentes ou simplesment;__e modificaç�es do mesmo sítio induzidas pelo substra

to (YATES, 1976a). 

Como a maioria das molibdeno-enzimas têm seu sítio ativo no 

Mo e complexos organo-metâlicos conte�do Mo e N
2 

podem ser sintetizados e 

o N2 nesses complexos pode ser reduzido a NH: sob condições especiais, pe�

sa-se, mas não esta provado ainda, que o Mo e o centro ativo da nitrogena

se (YATES, 1976a) (Figura 3). 

Fe proteína.Mg ADP 

so
2

corantes viologênios 
ferredoxina, flavodo 
xina, hidroquinona -
reduzidos 

�

e 

A::
ºf : :: , 

MoFe protet+N2

Fe protefna-. Mg ATP MoFe proteína.N2

I ______ I 

transfer
;;

:
;;;;;�;i;�;;

:
;

TP

l

MoFe prote!na.N2

· ..- ATP .., -Fe proteina Mg ADPºMoFe proteina .N2
proteína substrato l 

transferência de eletrons 

Fe proteína.Mg ADP.MoFe proteína+2NH3+Pi

Figura 3. Mecanismo da reação da nitrogenase (YATES, 1976b). 
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3.3.2. A técnica da redução de acetileno 

A técnica da redução de acetileno (C
2
H

2
) tem sido aplicada 

em diferentes situações, onde estão incluídos estudos bioquímicos usando 

preparados de enzima purificada, estudos fisiolÕgiços e ecolÕgicos dos or-· 

ganismos ou sistemas fixadores de nitrogênio. Desde o seu primeiro uso em 

1966, jâ foram publicados mais de 300 trabalhos utilizando o método 

estimar a fixação de N
2

• 

para 

Essa técnica tem numerosas vantagens sobre os métodos de 

15N e Kjeldahl, porem deve-se considerar cuidadosamente.os fatores que afe

tam essa medida, e controlá-los dentro do possível. HARDY et al.ii (1968) 

consideram que o mêtodo, quando devidamente aplicado, oferece vantagens e 

oportunidades para estudos dos fatores que afetam o funcionamento do sist!: 

ma fixador em diferentes condições. Em estudos de quantificação de N fix!!_ 

do por esse mêtodo, através da conversão teôrica da razão 3:1 para c
2
H

2
:N

2
, 

nao se considera a atividade real da nitrogenase para redução-de N
2

• Alem 

disso, c
2
H

2 
não ê substrato biologicamente importante e enquanto que con

centraçoes normais de c
2
H

2 
para testes de redução inibem quase totalmente 

a produção de H
2

, 

reduzirem protons 

quando N
2 

e o substrato, alguns eletrons sao usados para 

+ 
(H ) a H

2 
(RIVERA-ORTIZ e BURRIS, 1975). Em estudos qua!!_

titativos de fixação de N
2

, deve-se incluir medidas da evolução de H
2 

pelo 

sistema. Muitos trabalhos realizados anteriormente apresentaram grandes 

variações da relação c
2
H

2
:N

2 
atribuindo-se, em parte, ã ineficiência da 

bactéria em fixar N
2 

ou ãs condições ambientais desfavorâveis (BERGERSEN,

1970; HARDY et alii, 1973; GIBSON, 1974). Em casos onde ocorrem evolução 

de n
2 

ao redor de 50%, essa razão seria 6 e não 3. 
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Alguns aspectos devem ser considerados ao se utilizar essa 

metodologia: 

a. Luz - Efeitos devido ã intensidade de luz foram observados em diversos

sistemas fixadores. Picos de máxima fixação sempre ocorrem apôs inten

sificação na iluminação (HARDY et aZii, 1968; MINCHIN e PATE, 1974).BER

GERSEN (1970) e MAGUE e BURRIS (19?2) estudando raízes noduladas e uodu

los destacados de soja, obtiveram picos de mâxima e mínima atividades

de acordo com a luminosidade. Quando os nodulos eram destacados, o efei

to da luz era menor e mais transiente que no observado em raízes nodula

das, mostrando que os nÕdulos apresentam uma taxa de atividade basal en

dÕgena, acima da qual e superimposta uma atividade estimulada pela pr�

sença de produtos fotossintêtizados» que podem ser fornecidos atraves

das raízes (BERGERSEN, 19?0). Em condições controladas, a -influência

da luz na redução de c2H2 e menos marcante (HARDY et aZii, 1968; PISH

BECK et aZii, 1973).

Em estudos de fixação em condições de campo, deve-se fazer 

comparaçoes entre tratamentos em um mesmo período do dia, preferencial

mente apôs um determinado período de iluminação (GIBSON, 1974). 

b. Temperatura - A temperatura otima de incubação varia conforme a espécie

de planta, sendo preferivelmente mais alta para plantas tropicais {DART

e DAY, 1971). Para a maioria das plantas, atividades mâximas são obti

das entre 20 a·30°c. NÕdulos de feijão apresentam boa fixação entre 20

- 30°c, com pico mâximo a 25
°
c (HALLIDAY, 1976). Deve-se levar em con

sideração a faixa de temperatura onde se desenvolve 0. experimento e 

·ajustar a temperatura de incubação dentro dessa faixa de variação, por-
, 
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que plantas de mesma especie se comportam diferentemente quanto ã redu

çao de c2H2, conforme a faixa de temperatura a que foram expostas (GIB

SON, 1974). 

o. Tensões de ºz - Sabe-se que a fixação de N2 é inibida a tensoes altas

de p02, acima de 0,50 atm (BERGERSEN� 1970), mas taxas abaixo da concen

tração de o2 do ar também diminuem a atividade da nitrogenase. Em fras

cos pequenos e fechados, a respiração dos nodulas pode diminuir a p02

e; consequentemente, reduzir a atividade da nitrogenase (SPRENT, 1969).

Mantendo-se a p02 constante através de adições de o2 ou fluxos de ar ou

Ar/02 nos frascos, pode-se manter as atividades dos nodules nos seus ni

veis iniciais por um longo período. Caso contrario :. a fase linear da

redução de c2H2 se resume em 1 - 2 horas de incubação (SPRENT, 1969 ;

DART e DAY, 1971).

d. Teor de umidade - A falta ou excesso de âgua são prejudiciais ã fixação.

Ambos efeitos podem ser relacionados com absorção de o2 O�INCHIN e PA

TE, 1975). Em condições de saturação de ãgua, a ab�orção de o2 e res

trita simplesmente como resultado de sua taxa menor de difusão em agua

que em ar. A presença de o2 nos nódulos ê importante para estimular a

atividade das células da planta hospedeira, resultando em aumento de

atividade metabolica e maior suprimento de redutores e/ou ATP (SPRENT,

1971). HUANG et aZii (19?5) observaram que o efeito principal do baixo

potencial de umidade na fixação de N2 ê devido ã diminuição de ativida

de fotossintetica.

e� Sistemas estudados - Medidas "in vitro" (preparações enzimaticas), "in 

vivoll (nodulas destacados, raízes noduladas, plantas inteiras) e "in si 
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tu" (plantas inteiras em condições de campo, em vasos ou em blocos de 

solo) jã foram efetuadas por muitos autores, de acordo com a facilidade 

e necessidade de cada pesquisa. CRISWELL et aZii (1976) sugeriram di-

versas aplicações para cada situação. Deve-se porem, cuidar em casos 

de extrapolação uma vez que foram obtidos resultados diferentes em cada 

tipo de sistema. Taxas de redução de c
2

H
2 

são maiores em raízes nodula 

das que nodules destacados (BERGERSEN, 1970; MAGUE e BURRIS, 1972; FISH 

BECK et aZii, 1973), ou em blocos de solos (HARDY.et aZii, 1968). Plan 

tas intactas são mais ativas que raízes noduladas (MAGUE e BURRIS,1972h 

Muitos pesquisadores têm utilizado o metodo da redução de 

acetileno para estimar o valor do N2 fixado através do uso do c2H2 reduzi

do e do valor teorice de conversão (C2H2 reduzido:N2 fixado) de 3,0. Al

guns valores de c
2

H2:N
2 

obtidos om organismos ou sistemas fixadores estao

na Tabela 2, que tambem inclui informações sobre os metodos de medida. A 

não ser que todas as condições experimentais sejam idênticas e adequadame.!:. 

te estabelecidas, os valores obtidos podem variar muito, uma vez que esta

mos. trabalhando com sistema enzimã.tico. BERGERSEN (1970) e BURRIS (1972,

1974a) alertaram os pesquisadores quanto ao uso do metodo para esse fim, 

• - 15 - - . - . enfatizando que a reduçao de N2 e o metodo primaria a ser usado para va-

lidade de resultados obtidos pela redução de acetileno ou outros metodos 

indiretos de medida de fixação de nitrogênio. Dão ênfase também para uso 

d 
.d-. . . - . . 

d
. 15 -e i enticas condiçoes experimentais nas me idas de N

2 
e reduçao de ace-

tileno. 
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Em mêdia, os dados dos fatores para nitrogenase in vitro

3,6; 3,2 para algas; 4,3 para bactérias; 3,9 para leguminosas; 2,4 para nao 

leguminosas (HARDY et alii, 1973) e 1,7 para Azolla em associação com Ana

baena (PETERS et alii, 1971).

Em plantas de feijão, a razao 2 obtida por RUSCHEL e RUS

CHEL (1975) demonstra haver uma subestimativa da medida pelos métodos de 

c2H2 e Kjeldahl, fator este que aumenta com a idade da planta. Pelos dados

obtidos, a melhor êpoca para avaliação pelo mêtodo do acetileno é aos 35 

dias e por Kjeldahl aos 50 dias. MacRAE (1975), estudando nÕdulos destaca 

dos de feijão de 35 dias, obteve o valor de 4,75, usando c2H2 e 15 
N2, medi

do por espectrometria de emissão Õtica. 

HAUCK e BREMNER (1976), alem de concordarem com Bergersen e 

Burris, enfatizam tambêm a necessidade do uso de controles adequados na 

técnica da redução de acetileno, pois uma revisão geral de centenas de tra 

balhos usando essa técnica indicou que poucos fizeram experimentos contro

les para comprovar que o sistema fixador de N2 sob estudo não produz etil�

no na ausência de acetileno ou não absorve etileno produzido pela redução 

de acetileno. Estudos em solos ou outros sistemas naturais demonstraram 

poder ocorrer transformação de etileno por outros organismos (FLETT et

alii, 1975) ou pode produzir etileno na ausência de acetileno. KAVANAGH e

POSTGATE (1970), demonstraram a necessidade de verificar os materiais usa

dos quanto ã produção de etileno, uma vez que a borracha tanto pode absor-

-

ver quanto evolver o gas. 
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4. MATERIAIS E MtTODOS

4.1. Materiais 

4.1.l. Plantas 

Plantas de feijão (PhMeolUl:i vulgaJuJ.i L.), cultivar Venezu� 

la-350, foram desenvolvidas em câmara de crescimento em regime de 13 horas 

de fotoperiodo, ã intensidade de 30000 lux ( 35 w/m2) fornecidas por lâmp,!
' o das fluorescentes e incandescentes (400-700 nm), temperatura a 25-22 C e 

umidade relativa do ar a 50%-60%, respectivamente para dia e noite. Os va 

sos, contendo vermiculita e areia (2 : 1, v/v), previamente lavadas duran

te 2 dias, receberam solução isenta de nitrogênio (MaKNIGHT, 1949) na pro

porção .de 25% do seu volume. Reposições de ãgua eram feitas diariamente . 

Foi feita uma inoculação maciça com a estirpe selecionada de Rhizobiwn pha 

-0eoli C-29 (= 127-Kl7, Nitragin Co., EUA) em sementes esteriliz�das por 5 

minutos em 0,2% HgC12 acidificado e lavada vãrias vêzes com ãgua esterili

zada. Esse procedimento era realizado semanalmente (em três semanas suces 

sivas) para obtenção de nÕdulos de diferentes idades • .
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4.1.2. Câmaras de incubação 

Diferentes câmaras de incubação (Figuras 4, 5 e 6) 

usadas nos testes, sendo seus usos assim subdivididos: 

foram 

câmaras Medida Figuras 

I, II, III C2H2 4a, b, c 

IV 15N 
2' 

H2 5 

V 15N 2 6a 

VÍ 15N 2' H2' C2H2 6b 

4. 1. 3. Gases

Todos os gases para incubação (Ar/02 e c2H2) foram adquiri-

dos da White Martins S.A •• o 
15N foi obtido através2 de reaçao de  

15 -( NH4)2so4 a 96,4% atamos em excessq (Junta de Energia Nuclear, Madrid-E.!

panha) com htpobromito de sÕdio (TRIVELIN et alii, 1973). Em alguns tes-

15 tes com N �oi usada uma mistura preparada de gases armazenada em cilin-

�5 -
dro (67,25% · N2 a 42% atamos em excesso, 14% o2, 18,3% Ar e 0,45% co2).

15 Em outro tes�e,um gãs puro de N era injetado nos frascos
i 

sendo a compo-

sição gasosa de cada frasco determinada por espectrometria de massa. 

Padrões de c2H4 (Messer Griesheim, Hamburgo - Alemanha,

99,95% purez�) foram preparados a diferentes concentrações (10, 100, 300, 

500 e 1000 Vílm) para determinação da reta e o padrão de 500 vpm foi utili

zado em todos os testes de redução de c2H2 em nÕdulos. O padrão de c3H8foi

também obtido da Messer Griesheim, Hamburgo - Alemanha. 
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Figura 4a. câmara I 

Figura 4b. câmara II 

Figura 4c. câmara III 

... Figura .4. câmaras I, II e !II usadas para redução de .c2H2• -



(a) (b)- (a) 

-1s cm·

Câmara IV 

ao
o 
1.() 

15
Figura 5. Câmara IV utilizada para incubação com N2

(a) Entrada e saída de ãgua para circulação

(b) Entrada de ãgua para irrigação interna

(c) Serpentina de vidro para refrigeração

(d) Conexão entre as partes da câmara com anel 110-ring"

(e) ·saída da mistura·gasosa para bomba de circulação

(f) Admissão da mistura gasosa

.29. 
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saída 

-- entrada 

Figura 6b. Câmara VI 

Figura 6a. câmara V 

Figura 6c. 

Figura 6. Câmaras (Figuras 6a e 6b) utilizadas para incubação 15 de N
2

,evo 

lução de H
2 

e redução de c
2
n

2
• Tubo (Figura 6c) coletor de H

2
•
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4.2. Métodos 

Os testes de redução de c2H2 incluíram estudos da reta pa

drão de c2H4, linearidade da redução de c2H4 em função do tempo de incuba

ção, redução de c2H2 em diferentes sistemas de plantas (raízes noduladas ,

plantas noduladas perturbadas, plantas noduladas intactas) e estudos ·das 

fontes de erro dessa medida em laboratÕrio. 

Para obtenção da reta de c2H4, foram preparados quatro pa

drões de 100, 300 e 500 vpm de c2H4 e determinadas 9 - 10 amostras para c.'.:.

da padrão. Foram calculados os erros padrões da mêdia a 95% de probabili

dade (PIMENTEL GOMES, 1968; 1973).

As análises da redução de c2H2 foram feitas com cromatogra

fo de gâs Beckman Modelo GC-65 usando detector de ionização de chama de H2

a 175°c, com coluna de vidro de 1/8 pol (diâmetro interno) x 1,60 m conte!!_ 

do Porapak N de 80 a 100 mesh a 110°c. Como gas carregador foi usado N2 a

um fluxo de 40 ml/min, velocidade no cromatograma de 12,70 mm/min. O tem

po de aparecimento dos picos de c2H4 e c2H2 são respectivamente 35 e 60 se

gundos apÕs injeção. Um cromatograma completo, incluindo o pico do propa

no - c3H8 - usado como padrão interno (BALANDREAU e DOMMERGUES, 1973) fig!!,

ra no Apêndice I. 

Estudando-se as fontes de erro da redução de c2H2, foram 

feitos testes com padrões de c2H4, onde foram medidas as variações decor

rentes do uso de diferentes seringas, o tempo máximo para armazenamento da 
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amostra nas seringas e os erros do operador. 

Determinou-se a linearidade da redução de c2H2 em função do

tempo de incubação em diferentes sistemas (plantas decapitadas e plantas 

inteiras perturbadas) e em plantas decapitadas de diferentes idades, uma 

vez que os estudos de fixação sÕ devem ser aplicados na faixa linear da 

curva de produção de c
2
H4• Nesses testes foram utilizadas as câmaras de 

incubação I e II. 

Frascos com tampas de rosca de alumínio (Câmara I) de 500 e 

1000 ml de volume foram adaptados para permitirem incubações com 10% de 

c
2
H2 de plantas decapitadas e plantas inteiras perturbadas de feijão, sem 

alterações internas de temperatura e umidade. As tampas eram perfuradas e 

rolhas de borracha "serum cap" de 15 nnn de diâmetro eram colocadas no ori

fício (Figura 4a). A cada 20 - 30 mtnutos eram retiradas amostras de 0,5 
-

ml de gas em seringas Terwno de 1 ml, que eram imediatamente armazenadas 

por curto período (mãximo de 1 hora), ficando-se as agulhas em rolhas nu

meradas de borracha. Testes com plantas de diferentes:idades tambêm foram 

feitos nessa câmara I. 

A câmara II (Figura 4b) foi usada para testes de plantas de 

capitadas e inteiras e consiste de frasco Erlenmeyer de 300 ml {nominalme.!:_ 

te 250 ml) com tampas de borracha para soro e perfuradas para permitirem i.!:_ 

cubaçÕes _de plantas inteiras, com as partes aêreas das plantas mantidas fo 

ra dos frascos. Ao redor do caule, na altura da tampa, era colocada 11Apie

zon11para vedação. Uma perfuração adicional, vedada com rolha de borracha 

"serum cap", era feita para amostragem (Figura 4b). 
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Testes em blocos de solo contendo plantas noduladas de fei 

jão foram feitos em casa de vegetaçao e campo utilizando a câmara III que 

constitue de tubo de ensaio de 36 mm de diâmetro e 300 mm de altura (volu

me de 300 ml). A tampa de borracha (para soro) foi perfurada em dois lo

cais - um orifício para a planta e outro para amostragem (Figura 4c). 

4.2.2. Evolução de H
2 

As medidas da evolução de H
2 

incluíram incubações de raízes 

noduladas em atmosfera de 86,5% Ar, 13,16% o2, 0,24% N
2 

e 0,09% co
2

para 

obtenção de evolução maxima de H2 em função do tempo e incubações em atroas

fera normal para avaliação da evolução em consiçÕes norma.is de fixação.Foi 

utilizado o modelo V de câmara. Frascos Erlenmeyers foram adaptados espe

cialmente com saídas e coletores de gas (Figura 6a), que permitiram evacua 

mento ou retirada de amostras para analise de H2 por espectrometria de mas

sa. A espectrometria de massa foi o primeiro método utilizado com sucesso 

para determinação de H
2 

(HOCH et alii, 1957,. e 1960; BEf.GERSEN
., 

1963
., 

DIXON
., 

1967). Nesses frascos puderam ser medidos simultaneamente o N fixado (me-

15 -
todo N) e a evoluçao de H2• O volume· interno do frasco era de 78 ml. A

introdução da mistura de gases contendo 
15

N
2 era feita apôs se fazer vacuo

no sistema. Determinações da composição gasosa foram feitas no início e 

no final das incubações, sendo as amostras analisadas em espectrômetro de 

massa, passando antes por "trap" de gelo seco em alcool. O espectrômetro 

de massa usado foi um ATLAS-Varian-MAT modêlo CH-4 (DUCATTI et alii
., 

1974). 

4.2.3. Medida da razao c2
H
2
:N2

Métod.o I - Baseou-se na aplicação de todas as medidas em 
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uma mesma planta, sendo as mesmas aplicadas dentro da faixa de linearidade 

da redução de c2H2• Plantas inteiras de diferentes idades (duas repeti-

çÕes cada, num total de quatro plantas) foram incubadas na Câmara V (Figu-

15 . 15 - 15 ) ra 5) em atmosfera de N2 (67,25% N2 a 42% atomos N em excesso , 14%

o2, 18,3% Ar e 0,45% co2) por 80 - 90 minutos. Nesse período, uma ilumina

çao era mantida através de 4 baterias com 6 lâmpadas fluorescentes de 20 

Watts cada e 3 lâmpadas incandescentes de 60 Watts. A temperatura era man 

tida ao redor de 30 - 33°c através de um condensador onde circulava agua a 

4°c (JOFFE e TIDMARSH, 1961; STEFANSON, 1970). Uma bomba elêtrica manti 

nha em circulação a mistura gasosa durante a incubação (Figura 7). Apôs in 

cubação P o gâs era bombeado de volta ao cilindro por Bomba Toepler e as 

plantas eram decapitadas para o teste de redução de c2H2 na Câmara I de 

500 ml contendo 10% c2H2 durante 1 hora.

Paralelamente ao experimento, plantas decapitadas de uma d!, 

terminada idade foram incubadas por tempo semelhante na câmara IV, conten

do a mesma mistura gasosa da câmara V para determinaçã9 do N fixado (meto-

15 - -
do N) e da evoluçao de H2 (Figura 7) • .Amostragens das composiçoes gaso-

sas foram feitas no inicio e no final da incubação, através da introdução 

direta de gâs no espectrômetro de massa, passando antes por 1
1trap11 de gêlo 

seco em alcool para retirada de vapores d'âgua. 

Apôs a redução de c2H2 P as amostras foram imediatamente con

geladas para termino da atividade dos nodulas. Determinou-se o peso e N 

total·dos nÕdulos, raízes e parte aérea das plantas pelo metodo Kjeldahl • 

Atravês do metodo de Rittenberg, descrito por TRIVELIN et aZii (1973), o N 

fixado pôde ser calculado, usando-se os valores de N total das diferentes 
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- ··15 frações das plantas, os atemos% Nem excesso nas diferentes frações das

-
.·

-
) 

- 15 plantas (nodules, raízes e parte aerea e no gas N2• Plantas controles

foram usadas para detenninação da variação natural. Todas as medidas fo-

ram baseadas sobre peso de nÕdulos secos por unidade de tempo. 

14 .. to .,_ . 
15 . -

1�e uu II - Testes independentes de N mais evoluçao de H2

e de redução de c2H
2 

foram aplicados simultaneamente em diferentes plantas

de feijão para estudos da razão c2H2:N2• As plantas foram mantidas nas

mesmas condições de luz� umidade e temperatura. Para essas medidas, foram 

usados frascos de boca larga com 130 ml de volume. Tampas de borracha n9 

13 foram perfúradas e vedadas com rolha de 5 mm de diâmetro para facilitar 

a introdução de gases ou retirada de amostras. Nestes frascos, podem ser 

incubadas facilmente duas plantas de cada idade (Figura 6b). Os testes fo 

ram realizados em três etapas, cada uma utilizando plantas de diferentes 

idades em três repetições (16, 20 e 27 dias de idade), totalizando 9 fras

cos para medida de 15N e H2 e 9 frascos para redução de c
2

H
2 

por etapa. Os

primeiros nove frascos eram parcialmente evacuados, sendo substituídos po� 

15 
teriormente por 30 - 40 ml de um gas puro de N a  96,4% e completados com

2 

6 - 8 ml de o2 puro. A composição da mistura gasosa de cada frasco era

imediatamente retirada e armazenada em um tubo de vidro de 6 mm de diâme

tro e 25 cm de comprimento, vedadas com rolhas· "serum cap" em ambas as ex

tremidades e evacuadas um pouco antes por uma seringa hipodermida (Figura 

6c). Uma agulha de dupla saída para "vacutainer" conectava o tubo ã câma

ra para retirada de amostra (volume ao redor de 1,5 ml). No final da incu 

bação, foram feitas duas novas amostragens do gâs de cada frasco. Através 

de seringa hipodérmica, foram adicionados 5 ml de H2so4 5N para paralisar

a atividade dos nÕdulos logo apÕs a Última amostragem de gas (BURRIS,1972).
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Paralelamente eram feitas as incubações com 10% c
2
H

2 
em ou

tras plantas de mesma idade. Todos os frascos foram incubados na prÕpria 

câmara de crescimento a 25°c. Duas amostras de 0,5 rol eram retiradas de 

cada frasco para leitura no cromat6grafo. 

Os tubos contendo os gases de cada frasco foram transferi

dos a tubos Rittenberg onde, apÕs serem evacuados, foram quebrados e seus 

conteúdos transferidos para espectrômetro de massa para determinação da 

composição gasosa. 

Anâlises de N total dos nÕdulos, raízes e parte aêrea foram 

feitas pelo mêtodo Kjeldahl. O N fixado foi determinado do mesmo modo que 

no método I anteriormente descrito. Foram incluídas anâlises de variância 

nos câlculos. 

4.3. Câlculos de ãtomos (A}% 
15

N em excesso; N
2 

fixado, c
2
H2 reduzido,

H2 evoluido e razão c2H2 :N2

4.3. l. Ãtomos (A)% 
15

N em ·.excesso (TRIVELIN et alii, 1975) 

Utiiiza-se da seguinte equaçao: 

15 100 
A% N =----

2 R + 1 
, sendo R = ou 

1
28, r29 = intensidades dos picos 28 e 29 da amostra.

Sobre esses cãlculos são 
-

feitas as correçoes para contamin!: 

ção do ar, utilizando-se dos picos 28 e 32 ou 40 do ar atmosferico. 
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15 · 15 
O valor de A% N da amostra menos, o A% N do controle nos

fornece os A% 
15

N em excesso:

15 15 15 A% N excesso amostra = A% N amostra - A% N controle 

4.3.2. Medida da fixação de N
2 

A quantidade de N2 fixado por um sistema fixador e calcula

da com a seguinte fÕrmula (BERGERSEN, 1973):

N2 fixado (µmoles)
15 

= 

N amostra (µmoles) x A% N excesso amostra 

15 A% ·N excesso na fase N2

Pode-se calcular a taxa de fixação, dividindo-se a quantid� 

de fixada pelo tempo de incubação. Considera-se em geral para as legumin2_ 

sas, a fixação por peso unitârio de nÕdulos secos (DÕBEREINER, 1966).

sendo: 

4.3.3. Medida da redução de c
2

H2

E obtido da seguinte formula (van BERKUN, 1976):

X = pico (mm)

y = pico (mm)

Vl == volume do

v2 = volume do 

Wl 
= volume de 

w2 = volume de

x v1
= ( t w 1

Y v2 - -1
W ) R. K • g nodulas . 

2 

C2H4 amostra = Altura (nnn) X Atenuação 

C2H4 blank

frasco de incubação da amostra (ml) 

frasco de incubação do blank (ml) 

amostra injetado (rol)

blank injetado (ml) 



t = tempo de incubação (h) 

R = Range do cromatÕgrafo 

K = constante 

.39. 

K estã relacionado com a calibração do cromatografo para uma conhecidaqua!!_ 

tidade de c2H4 (500 vprn).

-3 Urna amostra de 0,5 ml de 500 vpm c2H4 contem 0,25 x 10 ml

C2H4• Em C.N.P.T., temos:

o a 25 e, temos: 

X 

22400 ml ou cm3 

-30,25 x 10 rol

x = 11,16 µ moles/amostra

298°K 11,16 x ----� 12,18 µ moles/amostra
273°K 

A mesma amostra de 0,5 ml de 500 vpm c2H4 vai dar Z(mm) de

pico, portanto: 

K = 12,18

z 

sendo que Z(mm) = Altura (nnn) x Atenuação x Range 

4.3.4. Medida da evolução de H
2 

A composição da amostra gasosa de incubação dos n�dulos foi 

analisada por espectrômetro de massa. Os picos dos elementos foram medi-

dos em mm, multiplicados pe�a voltagem da leitura e descontados os picos 
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do 11back-ground11 do aparelho. 

, Dependendo da concentraçao porcentual de cada componente m� 

lecular, o espectrômetro de massa pode medir os picos com maior ou 

precisão. Para cálculos da porcentagem real de cada componente, 

menor 

deve-se 

utilizar de fatores de correção, obtidos a partir de amostras de composi-

ção conhecida. Esses fatores foram anteriormente calculados por 

(19?1), sendo que somente acrescentamos o fator para H2:

H2 e e ■ e • • ■ e e e CI a e e e 3,31 

N2 • • • • • • • o • • • • o • •  0,980 

º2 o • • • • o • • • • • • D • a , 1,100 

Ar . . .  "' . . . . . . . . . . . 0,950 

co2 • • o • • • • • • • • • o e • 0,995 

CAMARGO

O fator para H2 foi obtido usando-se amostras contendo pro

porçoes iguais de N2 e H2• A precisão da leitura do pico de massa 2 foi

muito menor que para a massa 28, necessitando-se utilizar de um valor alto 

(3,31) para correçao dos valores obtidos para H2•

As taxas de redução de c2H2, fixação de 15N2 e evolução de

H2 pelos nÕdulos sob idênticas condições foram empregadas para câlculo das

razões entre c2H2, N
2 

e H2• Todos os valores foram expressos emµ moles/g

nódulos secos • h. 

Se tarito o substrato ou fornecimento de energia e redutores 

nao forem limitantes, a razão dos produtos para igual número de eletrons 
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-

transferidos deveria ser 1,5:1 de acordo com as reaçoes (BERGERSEN, 1970): 

.OU 

N2 + 6 H + + 6 e - � 2 N H3

Pode-se relacionar tambêm entre nitrogênio e acetileno redu 

zidos � c2
H
2:N29 que fornece a razão teÕrica de 3:1 (HARDY et aZii,1968;

1973). 

A evolução de H2 e representada pela seguinte reação:

2 H
+

+ 2 e- � H
2 

(HARDY et aZii, 1973)

O valor 3 para a razao c2H2:N2 sÕ ê vâlido para organismos

eficientes, que não liberem H2• 
~

Valores acima de 3 sao encontrados princi

palmente em organismos que apresentam evolução de H2• Neste caso, uma ou

tra equação estequiometrica incluindo H2 evoluído, pode representar melhor

o processo. Assumindo que todo o fluxo de eletrons para a nitrogenase e 

utilizado a uma taxa constante para redução de c2H2 (processo de 2 ele

trons), o total de eletrons empregados na redução de c2n2 deve equivaler

-se ã soma de eletrons empregados na redução de N
2 

(processo de 6 e-) e 

protons (processo de 2 e-) a uma pN
2 

constante. A equação fica:

.......... moles.de c
2
H4 produzido

3 (moles N2 fixado)+ moles H2 evoluído

(PETERS et aZii, 1977). 

= 1
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5. RESULTADOS

5.1. Medidas da redução de c2H2

5.1.1. Calibração da reta padrão de c2H4

Padrões de c2H2 de 10, 100 e 1000 vpm foréi1:TI preparados _para

observação da linearidade dos pontos de leitura nessa faixa de concentra

ção. Foram feitas 7 leituras para cada padrão (Tabela 3, Figura 8). Medi 

das de concentrações maiores de c2H4 apresentaram menores variaçoes. A fai

xa ideal de trabalho do padrão para medidas de fixação.em leguminosas estã 

entre 100 a 1000 vpm de c2H4• Considerando isto, foram preparados novos

padrões de 100, 300 e 500 vpm de c2H4, cada um com três repetições. Em ca

da padrão foram feitas 10 leituras e medidos os erros das leituras (s), o� 

erros das medias de cada concentração (;) ao nível de 95% de probabilidade. 

Os coeficientes de variação das leituras dos padrões foram em media 2,25%, 

1,35% e 1,83% respectivamente para 100, 300 e 500 vpm (Tabela 4,Figura 9). 

As variações entre os três padrões de 500 vpm foram menores (2,06%), podeE_ 

do ser atribuído nesse caso, um erro de ate 4% (ao nível de 95% de probabi 

lidade) devido ãs variaçÕt:::.-:1 das medidas de um padrão de 500 vpm de c2H4•
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Tabela 3. Determinação da reta padrão usando padrões de 10, 100 e 1000 vpm 

de c
2
H4, totalizando 7 leituras por padrão. As medias de cada

padrão estão acompanhadas pelos seus erros padrões (s) a 95% de 

probabilidade. 

Amostras 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Media ± s 

c.v.

Leituras de padrões de c
2
H4 (nnn)

10 vpm 100 vpm 

28,5 304 

28,5 306 

26,0 304 

26,0 308 

26,0 308 

2 7,5 308 

27,0 308 

1000 vpm 

2784 

2776 

2784 

2832 

2816 

2816 

282li 

27,07 ± 1,05 306,57 ± 1,76 _. 2804,57 ± 20,89 

4,17% 0,62% 0,80% 
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y = 3,73 X - 9,79 
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400 500 

Figura 9. Reta padrão de c
2
H

4
, determinada por leituras de

_ 
diferentes con

centraçoes de c
2
H

4 
(100, 300 e 500 vpm). Cada ponto representa

a média de três padrões de mesma concentraçao, tendo sido feito 

para cada padrão uma media de 10 leituras. 
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5.1.2. Fontes de erro nas medidas de redução de c2H2 em laboratõ

rio 

5.1.2.l. Seringas 

O método da redução de acetileno, quando aplicado em experi 

mentos com muitas análises, necessita do uso de muitas seringas. Neste ca 

so, seringas plásticas descartáveis de 1 ml podem ser utilizadas, ao invês 

das seringas Hamilton, prÕprias para cromatografia de gás. Desde que se 

conheçam as variações devidas ao uso das seringas plásticas, elas podem 

perfeitamente ser usadas para este fim. Apesar dessas seringas não possui 

rema mesma precisão que as seringas Hamilton� pode-se compensar tomando

-se maior volume de gãs nas seringas plásticas. Neste caso, o erro das me 

<lidas para a seringa plástica fica em torno de 4,06% e o da seringa Hamil

ton em torno de 3,02% (Tabelas Sa, Sb). 

Problemas de entupimento na agulha ao se injetar a amostra 

no cromatÕgrafo podem trazer erros. Quando o septo do·orifÍcio para inje

ção de amostras e novo, este fato e mais frequente, mas pode-se diminuir a 

ocorrência de entupimentos com o estreitamento da ponta da agulha de modo a 

diminuir o orifício da mesma, deixando-o ao mesmo tempo em posição mais la 

teral. 

5.1.2.2. Erros do operador 

Os cuidados do operador devem ser maiores nas leituras das 
{' 

seringas plásticas; variações na ordem de 2 - 6% podem ocorrer devido ao 

uso de diferentes seringas (Tabela 6a). 
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Tabela 5a. Erro da seringa Hamilton na medida de 100 µ1 de padrão de 500 

vpm c
2

H
4, atenuação 16, range 100.

Leitura Pico (nnn)

1 304 

2 320 

3 320 

4 304 

5 304 

6 298 

Media ± s 308,33 ± 9,33 

c.v. 3,02% 

Tabela 5b. Erro das seringas plasticas na medida de 0,5 ml de padrão de 

500 vpm c2H4, atenuação .16, range 100.

Seringas Pico (mm)

1 .. 1276 

2 1280 

3 1224 

4 1180 

5 1272 

6 1328 

Media ± s 1260,00· ± 51,22 

c.v. 4,06% 
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Para diminuir o coeficiente de variação, pode-se tomar maio 

res volumes de gas (Tabela 6b). Não se recomenda, porem, o uso de volumes 

acima de 0,5 - 1,0 ml, para não danificar a coluna do cromatÕgrafo. Amos

tras com alta concentração de c2H4 podem ser medidas com volumes menores,

preferivelmente em seringas Hamilton (de 50 - 100 µl). 

5.1.2.3. Armazenamento das amostras 

O armazenamento do gâs em seringas plâsticas por longo tem

po pode acarretar em vazamento, porque a borracha do êmbolo da seringa nao 

tem capacidade para manter suficiente pressao por tempo indeterminado. O 

vazam�nto e considerável apos 2 horas de armazenamento, como pode ser vis

to pela Tabela 7. ApÕs 24 horas, o gâs retido não pode mais representar a 

amostra. As leituras na primeira hora (O - 1 hora apôs aruostragem) apre

sentam variações dentro do esperado �ara essas seringas, mas apôs esse pe

ríodo, as variações crescem devido ao tempo de armazenamento. 

5.1.3. Linearidade da redução de c2H2 em função do tempo de incuba

çao· 

Os testes foram feitos em diferentes sistemas de plantas: 

raízes noduladas, plantas inteiras perturbadas e plantas intactas, par� es 

tudar as possíveis diferenças entre as medidas nos diversos sistemas. 

todos os testes, cuidou-se para que as plantas fossem incubadas logo 

Em

apo s 

a retirada da parte aérea. O intervalo mâximo entre preparo de amostra e 

incubação foi de 5 - 10 minutos. Para obter uma relação estequiomêtrica 

entre c2H2 reduzido e N2 fixado, utilizou-se sempre da concentração satu -
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Tabela 6a. Erro do operador usando seringas plásticas e injetanto 0,5 ml 

de padrão de 500 vpm c
2
H4, atenuação 16, range 100.

Seringa 1 Seringa 2 Seringa 3

1328 1120 1200 

1280 1160 1232 

1152 1192 1184 

1216 1184 1224 

1180 1160 1248 

1300 1120 1224 

Media ± s 1242,67 ± 70,46 1156,00 ± 30,67 1218,67 ± 23,00 

c.v. 5,67% 2,65% 1,89% 

Media ± s 1205,78 ± 57,50 

c.v. 4,76% 

Tabela 6b. Variações das leituras de amostras de diferentes volumes de pa

drão de 100 vpm c2H4, tomadas na mesma seringa plâstica, na ate

nuação 2 e range 100. 

Leitura Volume 

0,1 ml 0,5 ml 1,0 ml 

1 53 188 444 

2 53 195 440 

3 55 204 438 

4 56 192 437 

5 50 200 438 

Media ± s 53,40 ± 2,30 195,80 ± 6,34 439,40 ± 2,79 

c.v. 4,31% 3,24% .O, 63% 
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Tabela 7. Vazamento das seringas plásticas contendo 0,5 ml de padrão de 

500 vpm e2H4 em função do tempo de armazenamento. Altura dos pi,

cosem mm, atenuação 2, range 100. 

Amostragem 1 

Media± s 

e.v.

Amostragem 2 

Media± s 

e.V.

Amostragem 3 

Media± 

e.V.

O h 

1296 

1392 

1312 

1333,33±51,43 

3,86% 

O h 

1328 

1280 

1272 

1293,33±30,29 

2,34% 

O h 

1760 

1880 

1904 

1888 

1808 

1904 

1872 

Período de armazenameto 

1 h 

1040 

1120 

1088 

1082,67±40,27 

3,72% 

1 h 

1256 

1120 

1336 

2 h 

984 

1200 

984 

1237,33±109,20 1056,00±124,71 

8,82% 

1 h 

1792 

1664 

1744 

1712 

1456 

1760 

1680 

11,81% 

2 h 

1696 

1568 

1466 

1680 

1696 

1312 

1440 

24 h 

48 

880 

1376 

896 

1232 

1328 

496 

1860,57±55,21 1686,86±111,18 1551,14±150,36 893,71±484,64 

2,97% 6,59% 9,69% · 54, 23%
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5,1.3.l. Raizes noduladas de plantas de diferentes idades 

A redução de c
2
H2 em raízes noduladas apresenta uma fase li

near ate 2 horas apÕs incubação (T�bela 8, Figura 10). Plantas mais novas, 

apresentando atividades de nitrogenase mais altas, .podem reduzir linearmen 

te c
2
H

2 
por mais tempo, desde que não ocorram alterações excessivas na 

transpiração, que possam acelerar o consumo de carboidratos e privar mais 

rapidamente os nÕdulos de energia (HUANG et alii, 1975; MAHON, 1977 a e b).

5.1 .3.2. Raizes noduladas vs plantas inteiras perturbadas 

Observou-se que nodulas de plantas decapitadas podem fixar 

linearmente por �m período maior que plantas noduladas inteiras. Supõe-se 

que a transpiração seja o fator limitante neste caso, desviando a energia 

utilizada para redução de c2H2 (MAHON, 1977a). Um exemplo dessa natureza

foi observado, incubando-se plantas inteiras perturbadas e raízes nodula-

das a diferentes temperaturas. o - � 

A 28 e, a produçao de c
2
H4 e maior porem

variações maiores são obtidas em plantas inteiras em relação ãs plantas iE_

cubadas a 24
°
c (Tabela 9a e 9b). No final do teste a 28

°
c (apôs 3 horas), 

as plantas que estavam inteiras apresentaram aspecto de deficiência de 

ãgua (murchamento das folhas). 

As raízes noduladas mantiveram a linearidade da redução de 

c2H
2 

por um período maior, porem os resultados são mais variáveis, com coe

ficientes de variação mais altos (Figuras 11 e 12) em torno de 25% (a 24°c) 

e 36% (a 28
°

c). As atividades específicas de 230-260 µ moles c2H
4/g nod.h

de nÕdulos com 21 - 24 dias de idade estãode acordo com as obtidas por 

GRAHAM e HALLIDAY (1977). Neste caso, mantendo-se boas as condições de 1.n 
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Tabela 9a. Redução de c
2

H2 + c
2
H

4 
de raízes noduladas e plantas inteiras 

perturbadas de 21 dias de idade, incubadas nas câmaras II a 

24°c. As medias das 6 amostras de cada sistema estão acompanha 

das pelos seus desvios padrões (s) e coeficientes de variação 

(C.V.). 

Plantas 
Inteiras 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

20 1 

105,60 

96, 75 

108,00 

95,39 

96,31 

83,78 

40' 

180,88 

165,93 

168,27 

163,37 

152,84 

147,01 

60' 

224,95 

211, 98 

208,47 

214,90 

2ll,09 

172,05 

90' 

337,52 

263,16 

215
9
ô4; 
�-; ?f 

225,87 

274,78 

225,91 

Media±s 97,64±8,61 163,05±11,96 · 207,24±18,16. 257,05±45,90 

c.v. 8,82% 7,34% 8,76% 17,86% 

Raízes 
Noduladas 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

20' 

125,59 

103,24 

56" 10 

81,38 

86,69 

99,82 

40' 

220,17 

204,20 

103,43 

132,25 

138,60 

156,33 

Media±s 92,14±23,43 159,16±4li-,75 

C.V. 25,43% 28,12% 

60' 

332,58 

325,30 

218,64 

212,88 

231,17 

285,25 

90 1

457,00 

401,43 

238 ,. 77 

260,88 

308,30 

366,01 

267,64±54,00 338,73±84,43 

20,18% 24,92% 

120' 

352,05 

326,24 

269,68. 

293,85 

300,10 

250,05 

298�66±36,98 

12,52% 

120 1

507�00 

484,49 

258,91 

320,66 

381,43 

1+74, 70 

404,53±100,59 

24,87% 
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Figura 11. Redução de c 2H2 + c2H4 de raízes noduladas (o-o) vs plantas no

duladas perturbadas (-) j em função do tempo de incubação. Ca 

da ponto representa a media de 6 plantas com 21 dias de idade� 

usando a Câmara II de incubação a 24°c. As· barras verticais em 

cada ponto representa_m o desvio padrão das mêdias (s). 
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duladas perturbadas <-->, em função do tempo de incubação. Ca 

da ponto representa a média de 
, ·· 

4 plantas com 24 dias de idade ' 
usanda a Câmara II de incubação o a 28 e. As barras verticais de 

cada ponto representam o desvio padrão das medias (s). 
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cubação, pode�se estender o período linear de redução por atê 2 horasº Se 

melhantes resultados também foram obtidos por MAGUE e BURRIS (1972), em no 

dulos de soja. 

5.1.3.3. Raízes noduladas vs plantas noduladas intactas 

Medidas de redução de c2H2 em plantas noduladas intactas f�

ram comparadas com reduções por raízes noduladas em casa �e vegetação (Ta

bela 10), a fim de estabelecer possíveis diferenças entre reduções de c2H2

por sistemas condicionados "in situ" (plantas intactas em solo) e sistemas 

"in vivo" (raízes noduladas). A maioria dos testes utilizam sistemas 11in 

vivo" pela facilidade da medida, mas medidas em condições naturais (11in si 

tu") são; em Última analise, mais conclusivas e definitivas. 

A media das atividades em plantas intactas foi ligeiramente 

superior ã obtida em raízes noduladas, porem as variações altas entre as 

amostras nao permitem concluir que essa diferença e devida aos diferentes 

tratamentos. As raízes noduladas apresentaram atividade media de 173,12 ± 

± 55,63, com coeficiente de variação de 32% e as plantas intactas uma ati

vidade media de 188,14 ± 43,19 e uma variaçao menor entre os dados (23%). 

Tanto o efeito do corte da parte aérea da planta (''decapitação") quanto uso 

de segmentos de raízes noduladas prejudicam a atividade dos nodulas, pode� 

do ser significativos ã medida que se aumenta o tempo de incubação. 

Em períodos curtos de incubação (30-60 minutos), .as ativid!: 

des de nÕdulos de plantas intactas quanto raízes noduladas podem ser consi 

deradas iguais. Esses dados, apesar de não significativos, de certa forma 

acompanham os resultados obtidos por MAGUE e BURRIS (1$72), que encontra-
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Tabela 10. Teste incubando plantas com 45 dias de idade em tubo de ensaio 

(câmara III) em casa de vegetação, numa faixa de temperatura de 

Amostra 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Media ± 

c.v.

o �18 a 22 C durante o per1odo de amostragem (9 - 11 horas da ma-

nhã), com 30 minutos de incubação. 

sistema intacto 

(Plantas Intactas) 

179,18 

133,37 

172,91 

248,18 

198,00 

234,68 

199,50 

235,62 

101,93 

212,27 

184,30 

157,68 

188,14 ± 43,19 

22,96% 

(µ moles cz114 /g nÕdulos • h)

sistema perturbado 

(Raízes noduladas) 

268,67 

224, 11 

153,39 

161,33 

144,00 

99,61 

108, 72 

227,09 

225,14 

165,48 

198,04 

101,81 

173,12 ± 55,63 

32,13% 



�61. 

ram uma proporção de 100/46/23 na taxa de redução de c2H2 entre plantas in

tactas, raízes noduladas e nÕdulos destacados de soja. 

:5.2. Evolução de H
2 

5.2.1. Em atmosfera Ar/02

A evolução de H2 foi detectada por espectrometria de massa

em nÕdulos ativos de feijão com mais de 20 dias de idade. Sob baixa pN2

(0,2% N2), a evolução de H2 e alta, como pode ser observada pela Tabela

lla, correspondendo em media a 50 µ moles H2/g nÕdulos.h. Em outro teste

(Tabela llb), a evolução de H2 foi menor, podendo este fato ter sido in

fluenciado tanto pela presença de maior concentração de N2 (10-12% N2) qua!!:.

to pela menor idade dos nÕdulos. O efeito de N2 na evolução de H2 foi ob

servado por outros pesquisadores (BERGERSEN, 1962; PETERS et alii, 1977). 

Para expressar o efeito inibidor. de uma determinada pN2 na produção de H2,

PETERS et alii (1977) designaram a media dos valores de H2 produzidos pela

associação AzoUa-Anabaena em atmosfera de Ar, num dado intervalo de tempo, 

como 100% e obtiveram uma diminuição de 75% e 85%, respectivamente em 0,29 

e 0,60 atm de N2• Comparando-se as Tabelas lla com as Tabelas llb e llc,

notamos diferenças nas produções de H2, que podem ter sido causadas tanto

pelas diferentes pN2 usadas, quanto pelas idades diferentes dos nÕdulos. A

linearidade da evolução de H2 foi �bservada, incubando-se nÕdulos de 25 dias

por 2 horas (Tabela llc e Figura 13). Durante este período, os - nÕdulos 

mantém taxa quase constante de evolução de H2•



Tabela 1 la. Evolução de H
2 

em nÕdulos de feijão de 28 dias sob atmosfera 

Ar/02 (86,SOX Ar, 13,16% º2• 0,24Z N2 e 0,09% co2>• '\. 26,5°c 

(Câmara V de incubação) em função do tempo de incubação. 

C0mposição da misturo gasosa (%) Componente 
Hassa Inicio (0:0011) ta 2:2011 t ª 3:Z2h 

2 (H2) 1,031 1,068 

28 (N2) 0,24 0,575 0,806 

32 (02) 13,16 8,122 7,706 

40 (Ar) 86,50 84,4l10 83,833 

44 (C02) 0,09 5,831 6,587 

1,1 moles 11/g nÓd. 113,71 117,79 

Tabela llb. Evolução de H2 em nódulos de 25 dias de idade sob 

J.r/o
2

, a 26,5°c (Câmara V). 

atmosfera 

Componente Composição da mistura �asosa (%) apos 
Hassa incuba ao 

Amostra 1 Amostra 2 

.2 (!12) 0,139 0,280 

28 (N2) 11,545 10,394 

32 <02> 12,166 9,602 

40 (Ar) 73,308 74,307 

44 (co2) 2,841 5,417 

1,1 moles !12/g nód. ÍS,94 12,97 

Tabela llc. Evolução de H
2 

em função do tempo de incubação em nódulos de 

25 dias de idade sob atmosfera Ar/02, a 26,5°c (Câmara V). 

Componente 
Massa 

2 (!12) 

28 (N2) 

32 (02) 

40 (Ar) 

1,1 moles H2'g 

aÕdnlos 

_Composição da mistura gasosa (%) 

Amostra Amostra 2 Amostra 3 

60 1 

0,093 

5,815 

12,860 

79,088 

2,144 

5,1� 

120• 

0,254 

11,208 

11,703 

73,276 

3,558 

60' 

0,053 

5,494 

12,912 

79,477 

2,063 

5 1 68 

120' 

0,182 

6,616 

11,955 

78,216 

3,031 

19,49 

60 1 

0,064 

7,287 

12,810 

77,446 

2,392 

4,54 

120' 

0,208 

11,080 

11,040 

7l1,985 

2,687 

14,76 

.62. 
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5.2.2. Em ar 

Quantidades crescentes de nÕdulos de mesma idade foram incu 

badas na Câmara VI (Tabela 12) par� determinação da linearidade da evolu

ção de H2 em relação ao peso de nodulas. Quantidades de 2 - 3 g de nÕdu

los frescos podem ser utilizadas em frascos de 120 ml, correspondendo em 

media a 0,5 g de material seco. A linearidade da evolução ê observada u

sando-se atê 0,5-0,6 g de nodulas secos por frasco de 120 ml (Figura 14). 

Estudando-se a evolução (em ar) de H2 em nÕdulos de 34 dias

(Tabela 13), pôde-se detectar em media uma evolução de 7,65 ± 4,64 µ moles 

H2/g nod .h (C.V. 60,65%)
1 

valor este considerado baixo. Esses nÕdulos ,

quando condicionados a um ambiente (11fitotron11
) com temperatura constante

mente alta, têm vida ativa intensa, porem, mais curta. 

5.3. Medida das razoes c
2
H2:N2 reduzidos

5.3.1. Mêtodo I - Nas mesmas plantas 

A utilização do Método I teve por finalidade de relacionar 

os parâmetros de fixação em um mesmo sistema fixador. As condições experi 

mentais para determinação dos parâmetros de fixação e redução de c2H2 fo

ram semelhantes para todas as plantas, que permaneceram inalteradas duran

te o tempo de incubação. 

Inicialmente, determinou�se a variação natural existente em 

nÕdulos, raízes e parte aérea de plantas de feijão cultivadas nas condi-

çÕes do experimento. O êrro experimental para anãlises de fixação por es-
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Tabela 12. Evolução de H2 em ar em nÕdulos de plantas de 31 dias, desenvol

vidas em vermiculita e areia em casa de vegetação, a uma faixa 

de temperatura do ar entre 15 - 35°c. Medida da evolução de H
2 

em função do pêso de nodulas/hora. 

NÕdulos 

Pêso mat. fresca 

(g) 

1,010 

2,566 

2,759 

3,974 

Pêso m�t. seca 

(g) 

0,2285 

0,4656 

0,5245 

0,8040 

Evolução de H
2 

em ar 

10,140 

24,638 

29,460 

35,078 
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Figura 14. Evolução de H2 relacionada com peso de nodules, incubados

câmaras VI em atmosfera normal, com 32 dias de idade. 
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nas� 



Tabela 13. Evolução de H em ar em nÕdulos de 34 dias de idade, nas
2 

ras VI, a 25°c por um período de 1 hora de incubação. 

.67. 

cama-

Composição da mistura 
-

1 h de incubação (%) gasosa apos 
Componente 

Massa Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Media±s 

1 2 3 4 5 

2 (H2) 0,007 0,006 0,010 0,008 0,008 

28 (N2) 79,175 79,179 78,853 78,904 79,223 

32 (02) 18,365 18,366 18,666' 17,507 18,400 

40 (Ar) 1,329 1,324 1,335 1,334 1,339 

44 (C02) 1,124 1,125 1,136 2,247 1,031 

µ moles 
H2/

g nod. 5,84 3,98 15,55 5,05 7,86 7,65±4,64 

c.v. 60,65%
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pectrometria de massa foi calculada em 0,005 átomos% 15N em excesso (Tab�

la 14). 

Nesse teste, cada a�ostra era composta de duas plantas. 

Maior variabilidade foi observada nos testes de requção de c2H2, podendo

-se atribuir em parte ã natureza da medida de c2H4 - um gas, ou porque o

c2H2 foi aplicado uma hora apÕs o início do experimento, depois dos testes

de 15N2 e H2• Essa grande variabilidade na redução de c2H2 tambem foi ob

servada por outros autores (ROUGHLEY e DART, 1969; BERGERSEN, 1970). Varia 

çoes acima de 5 - 6% podem ser atribuídas ãs plantas e nao a erros experi-

mentais na medida de c2H4 em laboratÕrio, devidos ãs seringas, aos

do operador ou armazenamento das amostras. 

erros 

Os dados obtidos por esse método demonstraram que o aumento 

em âtomos % 15N em excesso estava diretamente relacionado com a atividade

específica dos nÕdulos (redução c2H2) e inversamente com a idade dos mes

mos (Tabela 15). Apos uma hora
p
· jã ocorreu incorporaçao significativa do 

N fixado simbioticamente nas raízes e folhas. As medidas de fixação de 

15N2 foram mais consistentes e menos variãveis que as de redução de c2H2•

As razoes c2H2:N2 em nodulas mais novos (13 - 20 dias) va-

riaram entre 3,0 - 5,4. Um aumento na razao c2H2:N2 em função da idade

dos nodulas foi observado neste experimento. Isto pode ser devido ã evolu 

çao de H2, que foi possível ser detectada na faixa de idade acima de 20

dias. BETHLENFALVAY e PHILLIPS (1977a, b) detectaram evolução de H2 em no

dulos de feijoeiro e ervilhas somente com mais de 4 semanas de idade, ten

do a evolução mâxima ocorrido 5 semanas apÕs plantio. Neste caso, um ba

lanço eletrônico, incluindo medidas de H2 em nÕdulos d� 29-35 dias de ida-
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T b 1 14 . ~ 15 (... . 15 a e a . Variaçao natural em N atomos % N) das plantas de feijoeiro

NÕdulos 

Raízes 

Folhas 

Media± s 

Media± s* 

com 21 dias de idade, usadas como controle. 

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 

0,360 0,363 0,363 

0,359 0,364 0,361 

0,358 0,363 0,361 

0,361 ± 0,005 

* =Erro padrão da media a 95% probabilidade

Media ± s 

0,362 ± 0,002 

0,361 ± 0,003 

0,361 ± 0,003 
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de, pode representar melhor a relação entre essas três medidas. Apesar das 

medidas de H2 não constituírem de dados de mesmas.plantas, os mesmos foram

15
obtidos de incubações realizadas paralelamente ãs de N2, usando nÕdulos

de mesmas idades. O efeito da evoÍução de H2 na razão c2H2:N2 e no balan

ço eletrônico e mais aparente ã medida que a idade dos nÕdulos aumenta. O 

ponto de mãxima evolução parece ocorrer 4 - 5 semanas apôs o plantio, indi 

cada pela alta razão c2H2:N
2 

nesse período.

5.3.2. Metodo II - Em diferentes plantas 

Foram realizados dois experimentos pelo Método II. Os da-

dos de fixação de N2 e evolução de H2 foram obtidos de nÕdulos de mesmas

plantas, enquanto que os dados de redução de c2H2 foram obtidos de diferen

tes plantas (Tabelas 16 e 17). No primeiro experimento, as razões c2H2:N2

e o balanço eletrônico c2H4/(3N2 + H2) de nÕdulos de diferentes idades re

presentaram as medias de 7 - 8 dados cada e no segundo, foram usadas 5 re

petições com nÕdulos de 37 dias de idade. 

Foi novamente observada uma relação direta entre atemos % 

15N em excesso com a atividade (C2H2 formado) e inversa com a idade dos no

dulos. 

Nodulas mais novos sao mais ativos (atividade específica) , 

apresentando as menores variações em redução de c2H2 e evolução de H2 (Ta

belas 16 e 17). 

Os valores de N fixado foram mais consistentes e apresenta

ram menor variabilidade, o que ê uma característica da medida. Mesmo uti-
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lizando 
15

N
2 a um enriquecimento um pouco mais baixo que o utilizado pela

maioria dos outros trabalhos, pôde-se determinar o N fixado com va.riaçoes 

menores que os valores obtidos pela redução de c
2

H2
• VICTÓRIA--

1 

(1975) me-

15 
diu a fixação de N2 em nodulos de feijoeiro usando N2 

a concentraçoes

mais baixas que as utilizadas no presente trabalho, obtendo valores signi

ficativos de N fixado. 

Enquanto que as razoes c
2

H2:N
2 em nodules de plantas intei

ras variaram com a idade (3,0 a 11,4)» as razões obtidas em raízes nodula-

das mantiveram�se mais constantes, a valores relativamente altos (entre 

7,4 a 8,3). Valores.semelhantes foram também obtidos por BERGERSEN (1970), 

usando nodulos de soja. 

Em todas as idades de nÕdulos utilizados no Mêtodo II, foi 

possível detectar evolução de H2, que serviu como fator decisivo no balan-

ço de eletrons para obtenção de uma relação mais calibrada entre as 

medidas - N fixado» evolução de H2 e redução de c2
H2•

três 

O balanço eletrônico c2
H
4/(3N2 +

_ 
H2) aplicado nas medidas ob

tidas pelo Metodo II proporcionou valores ao redor de 1,32 a 1,43. 

A idade ideal dos nodtilos para avaliação da fixação em con

dições controladas esteve entre a faixa de 20 - 30 dias apôs a inoculação. 
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6. DISCUSSÃO

Numerosos trabalhos em fixação simbiÕtica de N2 têm utiliza

do a técnica da redução de c2H2 para medida (indireta) da fixação de N2

(HARDY et aZii, 1973 e 1977; CRISWELL et alii, 1976). Verificou-se pelo 

presente trabalho, que os erros experimentais da técnica etn laboratõrio e� 

tão concentrados principalmente no uso de seringas plãsticas inadequadas , 

no tempo de armazenamento de amostras para cromatografia
p 

a não padroniza

ção da temperatura da incubação e do tempo de incubação. Pode-se minimi

zar esses erros ate a ordem de 2 - 6%. 

Recentemente, comprovou-se evolução de n2 dependente de ATP

em nodules de leguminosas e bactérias, sendo ela quase totalmente inibida 

em presença de c2n2 (SCHUBERT e EVANS, 1976; SMITH et alii, 1976). Esses

dados sµgerem que a redução de c2H2 pode superestimar a atividade da nitro

genase através da inibição da evolução de H2 dependente de ATP pelo c2H2

(SCHUBERT e EVANS, 1976). Alem disso, valores muito superiores a 3,0 foram 

muitas vezes encontrados em leguminosas (BERGERSEN, 1970; Ma�RAE, 1975;SIN

. CL4IR, 1976). 
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BETHLENFALVAY e PBILLIPS (197? a, b) demonstraram recente

mente evolução de H2 em nodulas de Phat:.e,olw., vui.gaJÚf., e Pi.6um -6a:Uvum. Pr�

vavelmente� a evolução de H2 também teria sido responsável pelo valor 4,75,

ao inves de 3,0 da razão c2H2:N2, obti_do por MacRAE (1975) em nodulas des

tacados de P. vui,gaJÚf.,. Esse valor poderia ter sido atê maior, uma vez 

que o autor expressou que as condições sub-otimas de luz foram 

veis pela baixa atividade dos nodulos. 

responsa-

Ã luz desses recentes dados, diversos autores sugeriram a 

necessidade de uma revisão geral das medidas de fixação e mostraram a im

portância de se medir pelo menos uma vez os três parâmetros de medida da 

15 fixação de N
2

: fixação de N
2

, redução de c
2
u2 e evolução de H

2 
(BURRIS,

1972; 1974a; PETERS et aZii, 1977). 

No presente trabalho, foram utilizados dois métodos para 

determinação da razão c2H2:N2 e do balanço eletrônico c2H2/(3N2 + H2). Co

nhecendo-se as diferentes limitações do Metodo I (teste em mesmas plantas) 

- tempo de incubação e uso de câmaras adequadas para incubações em condi

ções naturais, o método tem como maior restrição o perigo da generalização 

dos dados, uma vez que eles são obtidos de amostras que podem ãs vezes não 

repr�sentar todo o tratamento. Nestes casos, a escolha adequada de amos 

tras homogêneas ê essencial. Baseando-se nestas retriçÕes, foi elaborado 

um segundo método (Mêtodo II), que serviu paraiminimizar os efeitos da es-

colha de provãveis amostras não representativas. Utilizando-se de 

tras homogêneas escolhidas ao acaso, tanto os resultados de fixação 

e H2 quanto de redução de c2H2 devem exprimir pelo menos em parte,

amos-

de N2

o que

em cada particular. Neste caso, 
-

possível generalizar. ocorre amostra e 
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Estudando diferentes sistemas-raízes noduladas, plantas in

teiras perturbadas ou intactas constatou-se não haver diferenças signific!!:_ 

tivas na redução de c2H2 por estes sistemas, na primeira hora de medida

Desse modo, consideramos representativas as medidas obtidas em raízes nodu 

ladas e comparáveis com as de plantas intactas. 

No Mêtodo I, as razões c2H2:N2 obtidas de nÕdulos de

tas inteiras variaram com a idade (3,0 a 11,4), numa relação direta. 

te caso, a evolução de H2 influenciou indiretamente no aumento da

acima de 3,0. 

plan

Nes-

razao 

As razoes obtidas em raízes ·noduladas (Metodo II)mantive 

ram-se constantes,de 7,4 a 8,0. Razões c2H2:N2 acima de 3,0 podem indicar

presumivelmente evolução de H2• Â medida da evolução de H2 foi importante

para obtenção de uma relação mais calibrada entre fixação de 
15

N2, evolu

ção de H2 e redução de c2H
2

•

A eficiência relativa da estirpe de R. phMe.oli usada - 127-

-Kl7 (Nitragin Co., EUA) foi calculada ao redor de 0,65 (Tabelas 14, 15 e

16), através da fÕrmula: 

ER = 1 -
H2 evoluído (ar)

c2H2 reduzido
(SCHUBERT e EVANS, 1976) 

o que esta de acÔrdo com os dados de eficiência relativa obtidos por BETH

LENFALVAY e PHILLIPS (19??b), usando a mesma estirpe. Os dados de eficiên 

eia do presente trabalho também estão prÕximos aos obtidos por SCHUBERT e

EVANS (19?6), estudando diversas leguminosas. 
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Segundo PETERS et aZii (1977), valores baixos de c2H2:N2 d!:.

vem corresponder a altas eficiências e vice-versa. Valores abaixo de 3,0 

dificilmente podem ser obtidos (a não ser que ocorrrun erros experimentais) 

mesmo em organismos altamente eficientes. No caso das leguminosas, 

media e de 3,9, valores entre 1,5 - 8
p
5 podem facilmente ser obtidos em 

amostras semelhantes (HARDY et aZii, 1973). No caso do feijoeiro, RUSCHEL

e RUSCHEL (1973) obtiveram a razão 2 para c2H2:N2, sendo o N fixado avalia

do pelo Método Kjeldahl. Jã MacRae, analisando o N fixado em nÕdulos de 

feijoeiro por espectrometria de emissão Ôtica obteve o valor 4,75. 

Todas as razões c2H2:N2 acima de 3,0 pode� indicar evolução

de H2 e não significar obrigatoriamente uma medida inadequada da redução de

c2H2• Exemplos dessa natureza foram obtidos por muitos pesquisadores (BER

GERSEN, 1970; HARDY et aZii, 1973; GIBSON, 1974; MacR4E, 1975). Teorica

mente, seria difícil obter razões menores de 5 para a maioria das legumin� 

sas que apresentam evolução de H2 (PETERS et aZii, 1977).

O balanço eletrônico c2H4/(3N2 + H2) aplicado nas medidas

obtidas pelo Metodo II proporcionou valores ao redor de 1,32 a 1,43. Esta 

razão alta sugere que a medida indireta da redução de c2H2 estã superesti

mando a fixação real de N2, uma vez que a evolução de H2 foi tambêm inclui

da neste balanço. Pelos dados de ER (eficiência relativa) dos nÕdulos, v!:. 

rificarnos que os mesmos estão de acordo com as de outros autores (SCHUBERT

e EVANS, 1976; BETHLENFALVAY e PHILLIPS, 1977b), indicando uma proporçao 

correta entre H2 e c2H4 evoluídos. Alem disso, as medidas de c2H4 estao

de certo modo em concordância com aquelas obtidas por GRAHAM e HALLIDAY

(1977), ao redor de 130 - 250 µ moles c2H4/g nodulas secos . h para mãximas
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atividades em nódulos de feijoeiro. O que pode ter ocorrido foi uma maior 

taxa de redução de c2H2 do que redução de N2, uma vez que os dois substra

tos têm Km diferentes em relação ã nitrogenase (BERGERSEN, 1970; RIVERA

-ORTIZ, 1975). 

Analisando os nossos dados e comparando-os com os obtidos 

por outros autores, sugerimos que pode ter ocorrido uma superestimativa da 

fixação de N2 ao redor de 32 - 43%� através da redução de c2H2• Nestas va

riaçoes, estamos incluindo eventuais erros experimentais referentes às anã 

lises de N total (Kjeldahl) na ordem de 5% para os valores de N2 fixado.

A idade ideal dos nÕdulos para avaliação da fixação em con

dições controladas esteve entre a faixa de 20 - 30 dias apÕs a inoculação. 

Precauções especiais devem ser tomadas ao se utilizar o va-

lor 3 para conversão teÕrica. Segundo BURRIS (19?4a) e PETERS et aZii

(19??), a menos que os sistemas estejam em condições idênticas e sob pN2

aproximada.mente ao do ar, somente assim ê possível se fazer quaiquer comp.!'!. 

rações em fixação de N2•
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7. CONCLUSÕES

ApÕs uma anâlise detalhada dos resultados obtidos ncr prese!!-_ 

te trabalho, podemos concluir que: 

a. A técnica da redução de c2H2 foi positivamente correlacionada com o N

fixado. A medida e precisa
? 

mas certos cuidados devem ser tomados para

minimizar os possíveis erros experimentais. Isto exige uma padroniza

ção na amostragem, principalmente no tempo e temperatura de incubação,

uso de padrão adequado de c2H4, tempo de armazenamento da amostra para

cromatografia, etc ••

b. Foi detectada evolução de H2 em nÕdulos de P. vul..ga.Ju..6 com mais de 20

dias de idade. A medida foi positivamente correlacionada com fixação de

N2 e redução de c2H2• Uma mâxima evolução foi observada em nÕdulos com

20 a 30 dias de idade.

c. As razoes c2H2:N2 obtidas pelo Método I (usando as mesmas plantas para

15N2 e c2H2) apresentaram larga faixa de variação - 3,0 a 11,4, cres

cente em relação com a idade, atribuindo-se em parte ã �volução de H2
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quando medidos em nÕdulos com mais de 20 dias de idade. 

d. As razões c2H2:N2 obtidas pelo Método II (usando diferentes plantas pa

ra 15N2 e c2H2) mantiveram-se entre 7,4 a 8,3, para todas as idades.Foi

determinada evolução de H2 nesses �Õdulos, sendo ela um fator decisivo

para se obter um balanço equilibrado entre os três parâmetros de fixa

ção (fixação 15N2, redução de c2H2 e evolução de H2).

e. Pelo balanço eletrônico c2H2/(3N2 + H2) observou-se que ocorreu uma su

perestimativa da fixação real de N2 pela redução de c2H2, ao redor de

32 - 43%.

f. NÕdulos com 20 a 30 dias de idade proporcionaram medidas dos três para

metros (fixação de 15N2, redução de c2H2 e evolução de H2) com menores

variações. 
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8. SUMMARY

To measure N
2
-fixation in nodules of beans (Phaf.ieolu.6 vu.lga

W L.), of different ages and kept under controlled light and temperature 

• • 15 
f. . d • d cond1t1.ons» three parameters - N

2
- ixation� c2

H
2 

re uction an H2

evolution - have been studied. 

c2
H

2 
reduction, the method for which was characterized in 

the laboratory, was definitely related to the N
2
-fixed� It was demonstrated

that a standardization for samplí.ng is necessary and criterium should be 

established to keep experimental errors to a minimum. ln arder to greatly 

decrease the variation between replications, the nodules should be 

carefully incubated (adequate time and temperature), and also the samples 

should be carefully stored for chromatography._ 

No significant difference was found in c
2
H2 reduction in the

systems studied - nodulated roots, distUrbed whole plants and intact plants 

- in the first hour of measurement.

H
2 

evolution was detected in nodules over 20 days of age and 
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was definitely related to N
2

-fixation and c
2

H
2 

reduction. It was noted 

that it is absolutely essential to maintain the equilibrium between the 

three parameters in the electron balance ratio. Maximum H
2 

evolution 

occurred 20 - 30 days after planting, under phytotron conditions. 

Two methods were used to obtain the ratios c
2

H
2

:N
2 

and 

c
2

H4/(3N
2 

+ H
2

). Values from 3.0 to 11.4 were obtained using the first

method - incubation of disturbed whole plants. The electron balance 

values were over 1, varying from 1.32 to 1.43. These data suggest that 

overestimation of actual N
2

-fixation using the c
2

H
2 

reduction technique 

might be occuring. ln this case, this method should be used with great 

care to avoid an overestimation of on average 32 - 43% of the actual value. 

Variation was smaller between the measures of the three 

parameters when 20 - 30 days old nodules were used. 
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